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Abstract 



The present invention concerns an interference microscope and a method for operating an interference 
microscope, in particular a 4p microscope, standing wave field microscope, or l<2>M, l<3>M, or l<5>M 
microscope, at least one specimen support unit (22) associated with the specimen being provided. For 
determination of the phase position of the interfering light in the specimen region, on the basis of which the 
interference microscope can be aligned, the interference microscope is characterized in that for 
determination of the illumination state in the specimen region of the interference microscope, at least one 
i y a surface (29) - of the specimen support unit (22) is configured to be detectable by 
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Description 

[0001] The present invention concerns an interference microscope and a method for operating an 
interference microscope. A 4p microscope, standing wave field microscope, or IM, IM, or IM microscope is 
provided/in particular, as the interference microscope. At least one specimen support unit is associated 
with the specimen. 

[0002] Interference microscopes of the species are known from practical use^ EP 0 491 289 A1, for 
example, discloses a double-confocal scanning microscope or4p microscope in which a specimen is 
illuminated in point-like fashion by two microscope objectives arranged opposite one another. As a result of 
this double-sided illumination of the specimen and/or the double-sided detection of the light coming from 
the specimen, an interference pattern is created with which an increase in axial resolution can be achieved. 



[0003] US Patent 4,621,911 discloses a standing wave field microscope in which a standing wave field or 
interference pattern serving to illuminate a specimen is formed by the superposition of two light beams 
proceeding in collimated fashion. This standing wave field has planes of equal illumination intensity 
oriented parallel to the focal plane of the microscope objectives, the illumination intensity varying from a 
maximum illumination intensity value to a minimum illumination intensity value, and the alternating 
illumination variation being continued periodically along the optical axis of the microscope objectives. With 
this interferometric illumination method, fluorescent specimens can be excited to fluoresce in accordance 
with the illumination pattern, thereby also allowing an axial resolution improvement to be achieved. 



file://C:\Documents%20and% 10/24/2003 



BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




® Off nl gungsschrift 
® DE 10100247 A1 



® Int. CI. 7 : 

G 02 B 21/06 

G 02 B 21/16 
G 02 B 21/34 
G 01 B 9/04 



DEUTSCHES 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
(§) Offenlegungstag: 



101 00 247.5 
5. 1.2001 
11. 7.2002 



PATENT- UND 




MARKENAMT 




@ Anmelder: 


® Erfinder: 


Leica Microsystems Heidelberg GmbH, 68165 
Mannheim, DE 


Bewersdorf, Jorg, 69121 Heidelberg, DE; Gugel, 
Hilmar, 69121 Heidelberg, DE 


® Vertreter: 




Ullrich & Naumann, 69115 Heidelberg 





CM 
O 

o 



UJ 

Q 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder. eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Interferenzmikroskop und Verfahren zum Betrieb eines Interferenzmikroskops 

® Die vorliegende Erfindung betrifft ein Interferenzmikro- 
skop und ein Verfahren zum Betrieb eines Interferenzmi- 
kroskops, insbesondere eines 4Pi- f Wellenfeld-, l 2 M-, l 3 M- 
oder l 5 M-Mikroskops, wobei mindestens eine dem Objekt 
zugeordnete Objekttragereinheit (22) vorgesehen ist. Zur 
Bestimmung der Phasenlage des interferierenden Lichts 
im Objektbereich, anhand derer das Interferenzmikroskop 
justiert werden kann, ist das Interferenzmikroskop da- 
durch gekennzeichnet, dass zur Bestimmung des Be- 
leuchtungszustands im Objektbereich des Interferenzmi- 
kroskops mindestens eine Flache - vorzugsweise eine 
Oberflache (29) - der Objekttragereinheit (22) lichtmikro- 
skopisch detektierbar ausgestaltet ist. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung beirifft ein Interferenz- 
mikroskop und ein Verfahren zum Betrieb eines Interferenz- 
mikroskops. Insbesondere ist als Interferenzmikroskop ein 5 
4Pi-, Wellenfeld-, T 2 M-, T 3 M- oder I 5 M-Mikroskop vorgese- 
hen. Dem Objekt ist mindestens eine Objekttragereinheit 
zugeordnet. 

[0002] Gattungsbildcnde Intcrfcrcnzmikroskopc sind aus 
dcr Praxis bekannt. Aus dcr EP 0 491 289 Al ist bcispicls- 10 
weise ein doppelkonfokales Rasternukroskop bzw. ein 4Pi- 
Mikroskop bekannt, bei dem ein Objekt von zwei einander 
entgegengesetzt angeordneten Mikroskopobjektiven punkt- 
formig beleuchtet wird. Durch diese beidseitige Beleuch- 
tung des Objekts und/oder durch die beidseitige Detektion 15 
des vom Objekt kommenden Lichts bildet sich ein Interfe- 
renzmuster aus, mit Hilfe dessen eine Erhohung des axialen 
Auflosungsvermogens erzielt werden kann. 
[0003] Aus der US 4,621 ,91 1 ist ein Wellenfeldmikroskop 
bekannt, bei dem durch Uberlagerung zweier kollimiert ver- 20 
laufendcr Lichtstrahlcn cin zur Bcleuchtung eines Objekts 
dicnendes Wellcnfcld bzw. Interfercnzmustcr ausgcbildct 
wird. Dieses Wellenfeld weisl parallel zur Fokalebene der 
Mikroskopobjeklive ausgerichtete Ebenen gleicher Ber 
leuchtungsintensitat auf, wobei die Beleuchtungsintensitat 25 
von einem maximalen Beleuchtungsintensitalswert zu ei- 
nem minimalen Beleuchtungsintensitatswert variiert, wobei 
die altemierende Beleuchtungsvariation periodisch entlang 
der optischen Achse der Mikroskopobjektive fortgesetzt ist. 
Mit diesem interferometrischen Beleuchtungs verfahren 30 
konnen Fluoreszenzobjekte entsprechend dem Beleuch- 
tungsmuster zur Fluoreszenz angeregt werden, wodurch 
cbcnfalls cine axialc Auflosungsvcrbesscrune erziclbar ist. 
[0004] Aus dcr US 5,671,085 ist cin I 2 M-, FM- odcr I 5 M- 
Mikroskop bekannt, bei dem ebenfalls ein Objekt uber zwei 35 
einander entgegengesetzt angeordneten Mikroskopobjekti- 
ven mil einer Hellfeld-Auflicht-Beleuchtung zur Fluores- 
zenz angeregt wird. Auch hierbei kann das Beleuchtungs-. 
und/oder das Detektionslicht zur Interferenz gebracht wer- 
den, wodurch ebenfalls axiale Auflosungsverbesserungen 1 40 
erzielt werden konnen. 

[0005] Interferenzmikroskope weisen ganz allgemein ei- 
nen Beleuchtungsstrahlengang mindestens einer Lichtquelle 
sowie einen Detektion sstrahlengang mindestens eines De- 
tcktors auf. Bei den oben genannten Intcrfcrenzmikrosko- 45 
pen sind zwei Objektive bcidscits dcr Objcktcbcne angcord- 
net, wobei die Objektive gegeneinander gerichtet sind. Irn 
Beleuchtungs-/Deteklionsstrahlengang ist mindestens ein 
Strahlteiler zur Aufteilung des Beleuchlungslichls auf die 
Objektive und ein Strahlvereiniger zur Zusammenfiinrung 50 
des von den Objektiven kommenden Detektionslichts vor- 
gesehen. Der Strahlteiler und der Strahlvereiniger konnte als 
ein und dasselbe Bauteil ausgefuhrt sein. Ublicherweise 
werden mit Fluoreszenzmarkerri spezifisch gefarbte Ob- 
jekte, insbesondere biologische Objekte, mit den oben ge- 55 
nannten Interferenzmikroskopen untersucht. Hierbei wird 
das Licht der Lichtquelle zur Anregung der Fluoreszenz- 
marker vcrwendct und lediglich dieses Fluorcszcnzlicht 
wird von dem Dctektor detekticrt. 

[0006J Die Interferenzmikroskope der gattungsbildenden 60 
Art sind aufgrund ihres interferometrischen Aufbaus sowie 
der kleinen AusmaBe des Objektiv-Fokusses sehr anfallig 
gegenuber Erschiitterungen, Schwingungen und thermi-, 
schen Ausdehnungen. Insbesondere der Abgleich der opti- 
schen Weglangenunterschiede zwischen den Interferometer- 65 
teilstrahlengangen ist eine entscheidende EinflussgroBe fur 
den erfolgreichen Betrieb eines Interferenzmikroskops. 
Hierbei miissen die optischen Weglangenunterschiede so 
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gering sein, dass zum einen das die beiden Interferometer- 
teilslrahlengange durchlaufende Beleuchtungslicht interfe- 
rieren kann, d. h. der optische Weglangenunterschied der 
beiden Interferometerteilstrahlengange muss geringer als 
die Koharenzlange des Beleuchtungslichts sein. Zum ande- 
ren muss der optische Weglangenunterschied der beiden In- 
terferometerteilstrahlengange derart aufeinander abgegli- 
chen sein, dass im Objektbereich des Interferenzmikroskops 
konstruktivc Interferenz vorlicgt. 

[0007] Die Justage dcr Intcrfcrcnztcilstrahlcngangc wird 
in der Praxis bei den bisher realisierten Interferenzmikro- 
skopen anhand von Detektionen einzelner Objektbereiche 
durchgefuhrt. So wird beispiels weise ein axialer optischer 
Schnitt durch ein punkt- oder linienfbrmiges Objekt aufge- 
nommen, anhand dessen Intensitatssignalverlaufs die Ju- 
stage des Interferenzmikroskops durchgefuhrt wird. An dem 
axialen Intensitatssignalverlauf konnen Ruckschlusse auf 
den tatsachlich vorliegenden Beleuchtungszustand im Ob- 
jektbereich gezogen werden, ob also beispielsweise kon- 
struktive oder destruktive Interferenz vorliegt. Diese Justage 
ist aufwendig und muss von dem Bcdicncr des Interferenz- 
mikroskops individucil durchgefuhrt werden. Daruber hin- 
aus sind zur erfolgreichen Justage hone Erfahrungswerle des 
Bedieners unabdingbar, letztendlich ist die Verwendung von 
Interferenzmikroskopen der gattungsbildenden Art nur ei- 
nem kleinen Bedienerkreis moglich, was bi slang eine weite 
Verbreitung der in Rede stehenden Interferenzmikroskope 
verhindert hat, 

[0008] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Auf- 
gabe zugrunde, ein Interferenzmikroskop der gattungsbil- 
denden Art und ein Verfahren zum Betrieb eines solchen In- 
terferenzmikroskops anzugeben und weiterzuentwickeln, 
mit dem cine Bcstimmung dcr Phascnlagc des intcrfcricrcn- 
den Lichts im Objektbereich moglich ist, anhand dcrcr das 
Interferenzmikroskop justiert werden kann. 
[0009] Das erfindungsgemaBe Interferenzmikroskop lost 
die voranstehende Aufgabe durch die Merkmale des Patenl- 
anspruchs 1. Danach ist ein solches Interferenzmikroskop 
dadurch gekennzeichnet, dass zur Bestimmung des Be- 
leuchtungszustands im Objektbereich des Interferenzmikro- 
skops mindestens eine Flache - vorzugsweise eine Oberfla- 
che - der Objekttragereinheit hchtmikroskopisch detektier- 
bar ausgestaltet ist. 

[0010] ErfindungsgemaB ist zunachst erkannt worden, 
dass auf die Detektion einzelner Objektbereiche zur Bcstim- 
mung dcr Phascnlagc vcrzichtct werden kann, wenn als Rc- 
ferenzobjekt mindestens eine geeignet ausgestaltete Rache 
der Objekttragereinheit verwendet wird. Hierdurch wird ins- . 
besondere bei der Detektion von Fluoreszenzobjekten das 
zu deteklierende Fluoreszenzobjekt geschonl, da die erfor- 
derlichen Messungen zur Detektion der Phasenlage des in- 
terferierenden Lichts an der Flache der Objekttragereinheit 
durchgefuhrt werden kann. Somit kann ein Ausbleichen des. 
Fluoreszenzobjekts lediglich zu Zwecken der Phasenbe- 
stimmung vermieden werden, da die Messung zur Bestim- 
mung der Phasenlage des interferierenden Lichts in einem 
Bereich der Flache der Objekttragereinheit durchgefuhrt 
werden kann, dcr von dem Objekt hinrcichend wcit entfernt 
ist, so dass das Objekt nicht oder zumindest kaum zur Fluo- 
reszenz angeregt wird. Auch ware eine Referenzmessung an 
einer Flache der Objekttragereinheit mit Licht einer Wellcn- 
lange denkbar, die nicht zur Anregung der Fluoreszenzmar: 
ker geeignet ist, die allerdings.auch kein konlrastreicheres 
MeBsignal des Objekts liefern wiirde, da das Objekt im All- 
gemeinen nur schwach absorbierend ist. 
[0011] In erfindungsgemaBer Weise ist daher die Flache 
der Objekttragereinheit Hchtmikroskopisch detektierbar 
ausgestaltet. Insbesondere ist hierzu eine Flache der Objekt- 
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tragereinheit derart ausgestaltet bzw. prapariert, dass an die- 
ser Flache Licht refleklierbar oder induzierbar ist. 
[0012] Eine lichimikroskopisch detektierbar ausgestaltete 
Flache der Objekttragereinheit konnte durch eine zumindest 
teilweise reflektierende Beschichtung einer Oberflache der 5 
Objekttragereinheit realisiert werden, beispielsweise in 
Form eines einseitig beschichteten Deckglases. Altemativ 
hierzu konnte die Objekttragereinheit eine reflektierende 
oder lumineszicrendc Schicht zwischcn zwei Glasplatten 
aufweisen, so dass durch dicsc Schicht cine lichtmikrosko- 10 
pisch detektierbar ausgestaltete Flache gegeben ist. Auch 
konnten zwei, in direktem Kontakt zueinander stehende 
.Glasplatten unterschiedlicher Materialeigenschaften eine 
lichtmikroskopisch detektierbar ausgestaltete Flache bilden, 
wenn sich beispielsweise die Brechungsindizes der beiden 15 
Glasplatten unterscheiden, wobei durch den Brechungsin- 
dexiibergang die Flache lichtmikroskopisch detektierbar ist. 
Weiterhin kann der Einsatz von Kristall- oder Glasplattchen 
mit holographischen Beschichtungen bzw. Ausbildungen in 
einer lichtmikroskopisch' detektierbar ausgestaltete Flache 20 
resulticrcn. Altcrnativ hierzu konnte cine Oberflache der 
Objekttragereinheit mit einer Fluorcszcnzschicht beschich- 
tet sein, so dass an dieser Oberflache Huoreszenzlicht indu- 
zierbar ist. Obwohl eine Flache ublicherweise eine zweidi- 
mensionale Ausdehnung aufweist, ist in diesem Zusammen- 25 
hang unter einer Flache durchaus auch eine Schicht oder ein 
Objekt mit einer dreidimensionalen Ausdehnung zu verste- 
hen, wenn auch nur mit einer geringen raumlichen Ausdeh- 
nung in einer Dimension. r 
[0013] Eine Kombi nation dieser Moglichkeiten ist eben- 30 
falls denkbar, in diesem Fall konnte sowohl eine reflektie- 
rende als auch eine fluoreszierende Schicht vorgesehen sein, 
so dass die Fluorcszcnzschicht durch das Beleuchtungs licht 
zur Fluorcszcnz angercgt wird - d. h. Fluorcszcnzlicht indu- 
ziert wird- sowie das Beleuchtungslicht von der reflektie- 35 
renden Schicht reflektiert wird. 

[0014] Dieses induzierte und/oder reflektierte Licht wird 
von einem Detektor detektiert. Anhand der Detektionssi- 
gnale kann dann auf die Phasenlage direkt im Objektbereich 
des Interferenzmikroskops geschlossen werden, wodurch 40 
das Interferenzmikroskop entsprechend justiert werden 
kann. In besdnders vorteilhafter Weise ermoglicht diese 
Vorgehensweise der Bestimmung des Beleuchtungszustands 
im Objektbereich des Interferenzmikroskops eine reprodu- 
zicrbarc und zuglcich objektive Mcssung, da das Ergcbnis 45 
dieser Mcssung lcdiglich von der definiert praparicrtcn 
Oberflache bzw. von den definierten Eigenschaften der Fla- 
che abhangt und nicht an dem zu messenden Objekt durch- 
gefuhrt werden muss. Diese Vorgehensweise fiihrt weiterhin 
zwangslaufig zu einem reproduzierbaren Ergebnis, was bei 50 
der aus dem Stand der Technik bekannten Vorgehensweise - 
der Beleuchtungszustand im Objektbereich "wird am Objekt 
selbst detektiert - hicht immer moglich ist, da beispiels- 
weise das Objekt keine geeigneten Strukturen aufweisen 
konnte, anhand dessen Ruckschlusse auf die tatsachlich vor- 55 
liegende Phasenlage des Beleuchtungslichts geschlossen 
werden kann. 

[0015] Mindcstcns cine Flache der Objekttragereinheit 
konnte teilweise rcflckticrcnd ausgefuhrt sein. Hierzu 
konnte die Oberflache beschichtet sein. Insbesondere konnte 60 
die Oberflache derart beschichtet sein, dass sic einen defi- ' 
nierten Reflexionsgrad aufweist, der vorzugsweise iiber die 
gesamte Oberflache konstant ist. Die Beschichtung der 
Oberflache konnte wellenlangenabhangig sein, so dass bei- 
spielsweise nur Licht einer bestimmten Wellenlange an der 65 
Oberflachenbeschichtung reflektiert wird. In bevorzugter 
Weise ist die Beschichtung derart ausgefuhrt, dass Licht un- 
terschiedlicher Wellenlangen reflektiert wird. Als Oberfla- 



chenbeschichtung ist eine metallische oder eine dielektri- 
sche Beschichtung vorgesehen, eine dielektrische oder me- 
tallisch-dielektrische Hybridbeschichtung ware ebenfalls 
denkbar. 

[0016] In weiter vorteilhafter Weise weist mindestens eine 
Oberflache der Objekttragereinheit mindestens eine zur Lu- 
mineszenz, insbesondere Fluoreszenz, anregbare Schicht 
auf. Bei dieser Lumineszenzschicht konnte es sich um eine 
Monolaycr-Schicht handcln. Monolaycr-Schichtcn wciscn 
cine definicrte Dickc auf, die durch die Dimension der ver- 
wendeten Lumineszenzmolekule sowie deren Anordnung 
auf der Oberflache gegeben ist. Somit stellt eine Monolayer- 
Schicht eine ideale zur Lumineszenz geeignete flachenfor- 
mige Struklur dar. 

[0017] In besonders vorteilhafter Weise ist die Oberflache 
der Objekttragereinheit mit mehreren Lumineszenzschich- 
ten versehen, die jeweils unterschiedliche Lumineszenzei- 
genschaften aufweisen. Diese Lumineszenzschichten kbn- 
nen durch Licht unterschiedlicher Wellenlangen selektiv zur 
Lumineszenz angeregt werden und das von den Lumines- 
zenzschichten emitticrte und sich in seiner Wellenlange 
ebenfalls untcrschcidcndc Lumincszcnzlicht kann selektiv 
detektiert werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
sind als Oberflachenbeschichtung mehrere zur Lumineszenz 
anregbare Monolayer-Schichten unterschiedlicher Lumines- 
zenzeigenschaften vorgesehen. Die Lumineszenzschicht 
bzw. die Lumineszenzschichten sind mit Licht einer Licht- 
quelle zur Lumineszenz anregbar. Hierbei konnte es sich um 
die Lichtquelle des Interferenzmikroskops handeln, der Ein- 
satz einer zusatzlichen Lichtquelle, die lediglich die Lumi- 
neszenzschicht zur Lumineszenz anregt, ist ebenfalls denk- 
bar. Idealerweise emittiert die Lichtquelle Licht unter- 
schiedlicher Wellenlangen, so dass eine mit mehreren unter- 
schiedlichen Lumineszenzschichten beschichtete Oberfla- 
che mit Licht dieser einen Lichtquelle zur Lumineszenz an- 
regbar sind. Im Konkreten konnte es sich urn einen Argon- 
Krypton-Laser handeln, der Licht der Wellenlangen 488 nm, 
568. mn und 647 nm simultan emittiert. Der Einsatz einer 
HBO-Lampe ist ebenfalls moglich, auch mit diesem Licht 
unterschiedlicher Wellenlangen konnen unterschiedliche 
Lumineszenzschichten zur Lumineszenz angeregt werden. 
[0018] In einer alternativen Ausfuhrungsform ist vorgese- 
hen, dass an einer Flache der Objekttragereinheit Licht mit 
Hilfe nicht-linearer Prozesse induziert wird. Insbesondere 
ist als nicht-linearer Prozess CARS (Cohcrcnt-Anti-Stokes- 
Raman-Scattcring) vorgesehen. Bei CARS handclt es sich 
um einen Vier-Wellen-Mischprozess, der proportional zum 
Quadrat der Intensitat des verwendeten Lichts ist. CARS 
tritt nur an Orten auf, an denen eine optische Asymmelrie 
vorliegt, so beispielsweise ein Brechungsindexsprung, der 
an der Oberflache der Objekttragereinheit gegeben ist, da 
hierbei ein Brechungsindexubergang von Glas zu dem das . 
Objekt umgebende Immersionsmedium vorliegt. 
[0019] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das an 
der Flache reflektierte und/oder induzierte Licht mit dem 
Detektor des Interferenzmikroskops detektiert. Dies ist ins- 
besondere dann vorteilhaft, wenn das an der Flache reflek- 
ticrtc/induzicrtc Licht ungefahr im gleichen Lcistungsbe- 
rcich sowie Wcllcnlangcnbercich wie das vom Objekt zu de- 
tektierende Licht liegt und an den Detektionsbereich des 
Dctcktors des Interferenzmikroskops angepasst ist. Es ist jc- 
doch auch denkbar, dass das an der Flache reflektierte/indu- 
zierte Licht mit einem zusatzlichen Detektor detektierbar 
ist. Hierzu wird das reflektierte/induzierte Licht mit Hilfe 
mindestens eines optischen Bauteils aus dem Detektions- 
oder Beleuchtungsstrahlengang des Interferenzmikroskops 
ausgeblendet und dem zusatzlichen Detektor zugeleitet. 
Hierzu konnte als optisches Bauteil eine herkommliche 
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Glasplaite mil einem definierten Reflexions-ZTransmissions- 
grad sein. Ein dichroitischer Strahlteiler, ein Filter, ein 
Prisma, ein Gitter und/oder eine spektral empfindliche An- 
ordnung ware als optisches Bauteil zum Ausblenden des re- 
flektierten/induzierten Lichts ebenfalls denkbar. Insbeson- 5 
dere wenn es sich bei dem an der Flache der Objekttrager- 
einheit induzierten Lichi um Fluoreszenzlicht einer Fluores- 
zenzschicht handelt, kann mit einer spektral empfindlichen 
Anordnung dieses Fluoreszenzlicht spektral sclcktiv dem 
Dctcktor zugclcitct werden. Die spektral empfindliche An- 10 
ordnung konnte beispielsweise Linsen, Blenden sowie ein 
Prisma oder ein Gitter aufweisen. 

[0020] Die Detektion des an der Flache der Objekttrager- 
einheit reflektierten und/oder induzierten Lichts konnte im 
Widefield-Modus erfolgen. Bei dem Widefield-Modus han- 15 
deit es sich um eine flachenhafte Beleuchtung und/oder De- 
tektion, wie sie beispielsweise bei einem Wellenfeldmikro- 
skop oder einem rM-Mikroskop vorliegt. Dementspre- 
chend konnte der das an der Flache reflektierte/induzierte 
Licht detektierende Detektor als flachenformiger Detektor 20 
ausgefiihrt scin, beispielsweise in Form cines CCD-Chips. 
[0021] Das an der Flache der Objekttragereinheit reflek- 
tierte und/oder induzierte Licht konnte konfokal detektierl 
werden. In diesem Fall isl eine konfokale Beleuchtung vor- 
gesehen, d. h., das zur Beleuchtung dienende Licht wird auf 25 
einen Punkt der Fokalebene des Mikroskopobjektivs fokus- 
siert. Zur konfokalen Detektion ist dem Detektor eine Loch- 
blende vorgeordnet, die vorzugsweise in einer zur Objekt- 
ebene des Objektivs korrespondierenden Hbene angeordnet 
ist. Als Lochblende konnte die Beleuchtungs- oder Detekti- 30 
onslochblende des Tnterferenzmikroskops vorgesehen sein. 
Wenn das an der Flache der Objekttragereinheit reflektierte/ 
induzierte Licht mit dem konfokalen Detektor des Intcrfc- ■ 
renzmikroskops erfolgt, ist die dem Dctcktor vorgcordnetc 
Lochblende die Detektionslochblende des Interferenzmikro- 35 
skops. Falls als Lochblende das Beleuchlungspinhole client, 
konnte ein zwischen der Lichtquelle und dem Beleuchlungs- 
pinhole angeordnetes opdsches Bauteil das an der Flache 
der Objekttragereinheit reflektierte/induzierte Licht aus dem 
Beleuchtungsstrahlengang ausblenden und einem entspre- 40 
chend angeordneten Detektor zufuhren. 
[0022] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist vorgese- 
hen, dass die Bestimmung des Beleuchtungszustands im 
Objektbereich des Tnterferenzmikroskops mit Licht minde- 
stens einer zusatzlichcn Lichtquelle durchgefuhrt wird. 45 
Hicrbei kann cs sich wic bcrcits crwahnt um ein Lascrsy- 
stem, einen Laser oder eine HBO-Lampe handeln. 
[0023] In einer konkreten Ausfiihrungsform ist die Ob- 
jekttragereinheit aus Glas angefertigt. Die Oberflachen der 
Objekttxagereinheil weist idealerweise eine hone Oberflii- 50 
chenplanitat auf, die auch die ggf. auf einer Oberflache auf- 
gebrachte Beschichtung bzw. Fluoreszenzschicht aufweist. 
Im Konkreten konnte die Objekttragereinheit als Deckglas 
ausgefiihrt sein. Hierbei konnte es sich um kommerziell er- 
haldiche Deckglaser handeln. In einer besonders bevorzug- 55 
ten Ausfiihrungsform ist das Objekt zwischen zwei Objekt- 
tragereinheit en angeordnet, vorzugsweise zwischen zwei als 
Deckglaser ausgestaltctc Objckttragercinhcitcn. Vorzugs- 
weise wird die Flache der Objekttragereinheit rcflekticrbar 
oder induzierbar ausgestaltet, die dem Objekt zugewandt ist. 60 
10024] In vcrfahrcnsmaBigcr Hinsicht wird die eingangs 
genannle Aufgabe durch die Merkmale des nebengeordne- 
ten Patenanspruchs 28 geldsl. Danach ist ein solches Verfah- 
ren zum Betrieb eines Interferenzmikroskops dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Beleuchtungszustand im Objektbe- 65 
reich des Interferenzmikroskops anhand mindestens einer 
Uchtmikroskopisch detektierbar ausgestalteten Flache - vor- 
zugsweise einer Oberflache - der Objekttragereinheit be- 



stimmt wird. Bei dem Interferenzmikroskop handelt es sich 
vorzugsweise um ein Interferenzmikroskop nach einem der 
Anspriiche 1 bis 27. 

[0025] Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren ist vorgese- 
hen, dass die Bestimmung des Beleuchtungszustands im 
Objektbereich des Interferenzmikroskops anhand minde- 
stens einer lichtmikroskopisch detektierbar ausgestalteten 
Flache erfolgt. Insbesondere wird das an der Flache reflek- 
tierte und/oder induzierte Licht dctckticrt. Hicrzu wird ein 
Intcnsitatssignalvcrlauf in Abhangigkcit der axialen Posi- 
tion der Flache delektiert. Zur Detektion des axialen Inlensi- 
talssignalverlaufs wird das Objekt sarnt Objekltragereinheit 
entlang der optischen Achse des Objektivs bzw. der Objek- 
tive bewegl und das von der Flache reflektierte und/oder in- 
duzierte Licht wird hierbei mit einem Detektor detektiert. 
Die axiale Positionierung des Objekts samt Objekttragerein- 
heit konnte kontinuierlich oder schrittweise erfolgen. Zur 
praktischen Durchfuhrung der Signaldetektion wird zu Be- 
ginn das Objekt samt Objekttragereinheit derart positioniert, 
dass die Flache der Objekttragereinheit im Fokusbereich des 
Objektivs des Interferenzmikroskops lokalisicrt ist. Hicr- 
durch ist im Allgcmeincn ein Signal von dem an der Flache 
rellektierten und/oder induzierten Licht detektierbar. 
[0026] Insbesondere ist vorgesehen, mehrere axiale Inten- 
sitatsverlaufe zu detektieren, und zwar an einem und/oder an 
mehreren Punkten der Fokalebene. Bei einem doppelkonfo- 
kalen Rastermikroskop bzw. 4-Pi-Mikroskop konnten die 
unterschiedlichen Punkte, bei denen jeweils ein oder meh- 
rere In tensitatssignalverlaufe zu detektieren sind, durch eine 
Strahlrasterung angefahren werden. Hierdurch konnte auch 
in vorteilhafter Weise sichergestellt werden, dass fur meh- 
rere Punkte der Fokalebene eine definierte Phasenbeziehung 
bestcht, so dass das Objekt mit dem Strahlrastervcrfahrcn 
bclcuchtct bzw. detekti crt werden kann, wobci fur untcr- 
schiedliche Strahlablenkwinkel bzw. Scanwinkel die gleiche 
definierte Phasenbeziehung vorliegt. Der wesentliche Vor- 
teil des Strahlrasterverfahrens liegt in der schnellen Objekt- 
detekuon. Eine Alternadve zu dem Strdhkasterverfahren 
ware ein Objektrasterverfahren, bei dem das Objekt bei- 
spielsweise maanderfbrmig durch den Fokus des ortsfesten 
Beleuchtungsstrahls bewegt wird. 

[0027] Insbesondere im Hinblick auf eine Veranderung 
des Zustands des Interferenzmikroskops ist vorgesehen, 
dass mehrere Detektionen axialer Intensitatssignalverlaufe 
durchgefuhrt werden, um beispielsweise zu unterschiedli- 
chen Zcitcn den Beleuchtungszustand im Objektbereich des 
Interferenzmikroskops zu bestimrnen. In bevorzugter Weise 
ist vorgesehen, dass Detektionen des Intensitatssignalver- 
laufs auch wahrend einer Objektdetekdon erfolgt. Falls 
Licht unterschiedlicher Wellenlangen zur Bestimmung des 
Beleuchtungszustands im Objektbereichs des Interferenzmi- 
kroskops verwendet wird, ist vorgesehen, dass ftir das Licht 
jeder Wellenlange jeweils eine Detektion eines -axialen In- 
tensitatssignalverlaufs erfolgt. Dementsprechend wurde das 
an der Flache reflektierte/induzierte Licht unterschiedlicher 
Wellenlange jeweils einem Detektor zugeordnet und von 
diesem detektiert werden. In diesem Fall ware eine simul- 
tanc Detektion des Lichts der unterschiedlichen Wellenlan- 
gen moglich. Es ware auch denkbar, das Licht unterschiedli- 
cher Wellenlangen jeweils ein und demselben Detektor zu- 
zulcitcn, wobci in diesem Fall lcdiglich cine sequcndcllc 
Detektion des Lichts der einzelnen Wellenlangen moglich 
ist. 

[0028] In einem weiteren Verfahrensschritt ist vorgese- 
hen, dass der detekti erte axiale Intensitatssignalverlauf mit 
einem Algorithmus ausgewertet wird. Dieser Algorithmus 
dient in erster Linie zur Bestimmung der im Objektbereich 
des Interferenzmikroskops vorliegenden Phasenbeziehung 
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des Beleuchtungs- bzw. Detektionslichts. 
f0029] Im Konkreten ist vorgesehen, dass der Algorith- 
mic zunachst den Schwerpunkt des axialen Intensitatssi- 
gnalverlaufs besummt. Des weiteren wird die Hone des Si- 
gnals im Schwerpunkt des Intensitatssignalverlaufs be- 5 
stimmt 

[0030] Zusatzlich oder alternativ konnte der Algorithmus 
auch die Signalpunkte zweier vom Schwerpunkt des Intensi- 
tatssignalverlaufs glcich wcit cntferntcr Punktc vcrgleichcn. 
Die vom Schwerpunkt glcich wcit cntfernten Punktc konn- 10 
ten beispielsweise an der S telle erfolgen, an der bei der 4-Pi- 
Mikroskopie ublicherweise die Nebenmaxima oder die bei- 
den ersten Minima angeordnet sind. Weiterhin konnte vor- 
gesehen sein, dass der Algorithmus die Symmetric des In- 
tensitatssignalverlaufs bezuglich dessen Schwerpunkt ana- 15 
lysiert. 

[0031] SchlieBlich ist vorgesehen, dass das Tnterferenzmi- 
kroskop in Abhangigkeit von dem Beleuchtungszustand im 
Objektbereich justiert wird. Die Justage des Interferenzmi- 
kroskops erfolgt mit dem Ziel, im Beleuchtungsfokus kon- 20 
struktivc Intcrfcrenz zu rcalisicrcn. Hierzu konnte cine cnt- 
sprcchcndc Rcgclung vorgesehen scin. Im Konkreten 
konnte die Justage eine oplische Weglangenanderung eines 
Interferometerteilstrahlengangs umfassen. Diese konnte 
beispielsweise durch eine Parallelverschiebung eines ent- 25 
sprechenden Spiegels realisiert werden. 
[0032] Die beschriebenen Detektions- und Justiervor-. 
gange werden wiederholt und auf das Driftverhalten des In- 
terferenzmikroskops abgesummt. Unterliegt beispielsweise 
das Interferenzmikroskop einer relativ hohen Temperatur- 30 
schwankung, so wird eine haufige Wiederholung der Detek- 
tions- und Justiervorgange erforderlich sein, um namlich 
den Beleuchtungszustand im Beleuchtungsfokus derart zu 
rcgcln, dass nahczu ausschlicBlich konstruktivc Intcrfcrenz 
vorliegt 35 
[0033] Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre 
der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszuge- 
stalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die den 
Patentanspruchen 1 und 28 nachgeordneten Patentanspru- 
che und andererseits auf die nachfolgende Erlauterung der 40 
bevorzugten Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlaute- 
rung der bevorzugten Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnung werden auch im Allgemeinen bevor- 
zugte Ausgcstaltungen und Wcitcrbildungen der Lchrc cr- 45 
lautcrt. In der Zeichnung zcigen 

[0034] Fig. 1 eine schematische Darslellung eines 4-Pi- 
Mikroskops, 

[0035] Fig. 2 eine schematische Darstellung eines Teils 
des optischen Strahlengangs des 4-Pi-Mikroskops aus Fig. 50 

l > 

[0036] Fig. 3a ein schematisches Diagramm eines axialen 
Intensitatssignalverlaufs bei einem herkbmmlichen konfo- 
kalen Rastermikroskop, 

[0037] Fig. 3b ein schematisches Diagramm eines axialen 55 
Intensitatssignalverlaufs eines 4-Pi-Mikroskops im Fall 
konstruktiver Interferenz, 

[0038] Fig. 3c cin schematisches Diagramm cincs axialen 
Intensitatssignalverlaufs cincs 4-Pi-Mikroskops bei destruk- 
tiver Interferenz, 60 
[0039] Fig. 4 cine schematische Darstellung des Bcrcichs 
zwischen den beiden Objektiven der Fig. 2, 
[0040] Fig. 5 ein Diagramm, in dern der gemessene axiale 
Intensitatssignalverlauf als Funktion der Position einer be- 
schichteten Oberflache en dang der optischen Achse aufge- 65 
tragen ist, wobei hier konstruktive Interferenz vorliegt und 
[0041] Fig. 6 ein Diagramm, in dem der gemessene axiale 
Intensitatssignal verlauf als Funktion der Position der be- 
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schichteten Oberflache entlang der optischen Achse aufge- 
tragen ist, wobei hier destruktive Interferenz vorliegt 
[0042] Fig. 1 zeigt ein Interferenzmikroskop, das als 4-Pi- 
Mikroskop ausgefiihrt ist. Das Licht der Lichtquelle 10 pas- 
siert die Anregungslochblende 11 und wird von dem di- 
chroitischen Strahlteiler 12 in Richtung der Strahlablenk- 
vorrichtung 13 abgelenkt. Die Strahlablenkvorrichtung 13 
scannt bzw. lenkt den Lichtstrahl in zwei im wesentlichen 
senkrecht zucinander stehenden Richtungen ab, so dass 
lctztcndlich der Beleuchtungsfokus im Objektbereich durch 
die Scanbewegung der Strahlablenkvorrichtung 13 bei- 
spielsweise maanderfonnig einen zweidimensionalen Be- 
reich der Fokalebene abscannt bzw. abrastert. Das in Fig. 1 
lediglich schematisch dargestellte Interferenzmodul 14 ist in 
Fig. 2 gezeigt. Hierbei ist mit 8 die Schnittstelle zum Mikro- 
skop angedeutet, die gleichzeitig eine korrespondierende 
Ebene zur Eintrittspupillenebene des Objektivs des Interfe- 
renzmoduls 14 darstellt. Mit den durchgezogenen Linien 1 
ist ein nicht abgelenkter bzw. nicht gescannter f aufgeweitetet 
Lichtstrahl angedeutet. Mit dem gestrichelt eingezeichneten 
Lichtstrahl 2 ist cin abgelenkter Strahlvcrlauf gezeigt, wie er 
von der Strahlablenkvorrichtung 13 hervorgerufen wurde. 
Die Lichlstrahlen 1 bzw. 2 werden vom Spiegel 3 in Rich- 
tung des Strahlteilerwurfels 5 reflektiert Der Strahlteiler- 
wiirfel 5 teiltdas Beleuchtungslicht in zwei Teilstrahlen auf, 
die jeweils von dem Spiegel 3 in Richtung der Objektive 6 
reflektiert werden. Die beiden Objektive 6 sind beidseits der 
Objektebene 26 angeordnet und gegeneinander gerichtet. 
Lediglich schematisch sind die Eintrittspupillen 7 der Ob- 
jektive 6 eingezeichnet Dem schematisch angedeuteten Fo- 
kusbereich in der Objektebene 26 kann entnommen werden, 
dass durch die Strahlablenkung der mit durchgezogenen Li- 
nien dargestellte Lichtstrahl 1 cine andcrc Latcralposition 
der Objektebene 26 bclcuchtct, als dies der gestrichelt cin- 
gezeichnete Lichtstrahl 2 tut. Die Linsen 4 dienen zur Pupil- 
lenverlagerung der Eintrittspupillen 7 der Objektive 6, die in 
dem Interferenzmodul 14 weiler von der korrespondieren- 
den Ebene zur Eintrittspupillenebene des Objektivs 8 ent- 
fernt sind, als dies bei einem konventionellen Mikroskop der 
Fall ware. Die Pupillenverlagerung in Fig. 2 wird durch eine 
reale Zwischenabbildung realisiert Der in Fig. 2 gezeigte 
Strahlengang samt optischer Komponenten ist in einem an 
ein konventionelles Mikroskop adaptierbaren Modul ange- 
ordnet. 

[0043] Das vom Objekt reflcktierte bzw. emitticrte Fluo- 
rcszenzlicht, das von den Objektiven aufgcsammclt wird, 
durchlauft den Beleuchtungsstrahlengang in umgekehrter 
Richtung. So wird das die beiden Interferometerteilstrahlen- 
gange 27, 28 durchlaufende Licht am Strahlteiler 5 vereinigt 
und nach der Reflexion am Spiegel 3 in Richtung der 
Schnittstelle 8 zum Mikroskop reflektiert. In dem hier kon- 
kret vorliegenden Fall durchlauft das vom Objekt emittierte 
FluoreszenzlicHt die Strahlablenkvorrichtung 13 ebenfalls 
in umgekehrter Richtung und passiert aufgrund seiner Wel- 
lenlangeneigenschaften den dichroitischen Strahlteiler 12. 
Lediglich Fluoreszenzlicht aus dem Fokusbereich der bei- 
den Objektive 6 kann aufgrund der konfokalen Anordnung 
die Dctcktionslochblendc 15 passicren. Die der Dctcktions- 
lochblcnde 15 nachgeordneten dichroitischen Strahlteiler 17 
fuhren das Fluoreszenzlicht der unterschiedlichen Fluoro- 
chromc, mit denen das Objekt spezifisch markicrt ist, den 
drei Detektoren 16 zu, die jeweils Fluoreszenzlicht eines be- 
stimrnten Emissions wellenlangenbereichs detektieren. 
[0044] Fig. 3a zeigt einen Intensitatssignalverlauf eines 
konventionellen konfokalen Rastermikroskops in Abhan- 
gigkeit der Z-Koordinate bzw. axialen Richtung entlang der 
optischen Achse. Ein sole her. Intensitatssignalverlauf kann 
beispielsweise mit einem in der Objektebene 26 eingebrach- 
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ten Fluoreszenzschicht detektiert werden, wenn lediglich 
der Interferometerteilstrahlengang 28 zur Beleuchtung und 
zur Detekiion genuizt wird. Fig. 3b zeigt einen axialen In- 
tensitatssignalverlauf als Funktion der Z-Koordinate bzw. 
axialen Richtung eines doppelkonfokalen Rastermikroskops 
bzw. eines 4-Pi-Mikroskops. An der strichpunktiert darge- 
steilten Fokusposition der beiden Objekiive 6 weist der 
axiale Tntensitatsverlauf der Fig. 3b ein Hauptmaximum auf. 
Durch die Ausbildung eines Bcleuchtungsintcrfcrcnzmu- 
sters dcs Intcrfcrcnzmoduls 14 trctcn ncbcn dcm Hauptma- 
ximum jeweils urn ca. A/2 axial in beide Richtungen versetzt 
zwei Nebenmaxima mit geringerer Intensitat auf. Bei dem in 
Fig. 3b gezeigten axialen Intensitatssignalverlauf handelt es 
sich um einen Signalverlauf, der bei Vorliegen konstruktiver 
Interferenz gegeben ist. In diesem Fall ist die Phasenbezie- 
hung des die beiden Interferenzteilstrahlengange 27, 28 
durchlaufenden Beleuchtungslichts entsprechend ausgebil- 
det, so dass sich genau in der Objektebene 26 die beiden fo- 
kussierten Teilstrahlen verstarken. 

[0045] Fig. 3c zeigt ebenfalls einen axialen IntensitaLssi- 
gnalvcriauf in Abhangigkeit der Z-Koordinate bzw. axialen 
Richtung, bei dcm destrukuvc Interferenz voriiegt. Somit ist 
die Phasenbeziehung des die beiden Interferometerteilstrah- 
lengange 27, 28 durchlaufende Beleuchlungslicht derart 
ausgebildet, dass sich deren Amplituden in der Objektebene 
gerade ausloschen, so dass sich an der strichpunktierten Z- 
Position ein Minimum ausbildet. 

[0046] Fig. 4 zeigt den Bereich zwischen den beiden Ob- 
jektiven 6 vergroBert. Fig. 4 kann entnommen werden, dass 
das zu untersuchende Objekt in einem Bereich zwischen 
zwei als Deckglaser ausgefuhrten Objekttragereinheiten 22 
angeordnet ist, die den Objektbereich 23 begrenzen. Zwi- 
schen den Deckglasern 22 und dcm Objcktiv 6 befindet sich 
jeweils Immcrsionsmedium 24. 

[0047] ErfindungsgemaB ist zur Bestimmung des Be- 
leuchtungszustands im Objektbereich 23 des Interferenzmi- 
kroskops mindestens eine Oberflache 29 eines Deckglases 
22 lichtmikroskopisch delektierbar ausgestaltet. Hierbei 
wird das an Oberflache 29 reflektierte/induzierte Licht von 
dem Detektor 16 detektiert. 

[0048] Die Oberflache 29 ist teilweise reflektierend ausge- 
fuhrt. Hierzu ist die Oberflache mit einer metallischen Be- 
schichtung 25 versehen und weist einen konstanten Reflexi- 
onsgrad auf. Auf der metallischen Beschichtung 25 sind 
zwei zur Fluoreszenz anregbarc Schichtcn aufgebracht 
(nicht cingczeichnct), die jeweils in Form einer Monolaycr- 
Schicht ausgefuhrt sind. Die beiden Pluoreszenz-Mono- 
layer-Schichten weisen unterschiedliche Fluoreszenzeigen- 
schaften auf. Die beiden Fluoreszenzschichten werden je- 
weils mit Licht der Lichtquelle 10 zur Fluoreszenz angeregt. 
Das an der Oberflache reflektierte und induzierte Licht wird 
mit den Detektoren 16 des Interferenzmikroskops detektiert. 
Bei dieser Detektion handelt es sich um eine konfokale De- 
tektion, wobei den Detektoren 16 die Detektionslochblende 
15 vorgeordnet ist. Die Detektionslochblende 15 ist in einer 
zur Objektebene 26 der Objektive 6 korrespondierenden 
Ebene angeordnet. Bei den beiden Objekttragereinheiten 22 
handelt es sich um Deckglaser, von denen lediglich eines 
eine Beschichtung 25 aufweist. Dicse Beschichtung ist auf 
der dem Objekt zugewandten Oberflache des Deckglases 
aufgebracht. 

[0049] In verfahrensmaBiger Hinsicht wird die Bestim- 
mung des Beleuchtungszuslands im Objektbereich 23 des 
Interferenzmikroskops an hand des an der Oberflache 29 re- 
flektierten und induzierten Lichts durchgefuhrt, indem ein 
intensitatssignalverlauf in Abhangigkeit der axialen Posi- 
tion der Oberflache 29 gemessen wird. Hierzu wird das Ob- 
jekt samt den Deckglasern 22 entlang der optischen Achse 
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der Objektive 6 bewegt, und das an der Oberflache 29 reflek- 
tierte und induzierte Licht wird von den Detektoren 16 de- 
tektiert. 

[0050] Der axiale Intensitatssignalverlauf wird derart de- 
5 tektiert, dass zunachst das Objekt samt Deckglasern 22 der- 
art positioniert wird, dass die Oberflache 29 des einen Deck- 
glases 22 im Fokusbereich der Objektive 6 lokalisiert ist. Es 
ist vorgesehen, dass mehrere axiale IntensitaLssignalverlaufe 
an mchrcrcn Punkten in der Fokalebcnc bzw. Objektebene 
10 26 detektiert werden. Die untcrschiedlichcn Punkte der Fo- 
kalebene werden durch eine Strahlrasterung, die von der 
Strahlablenkvorrichtung 13 herbeigefuhrt wird, angefahren 
(siehe Fig. 2). 

[0051] Da die Oberflache 29 des Deckglases 22 mit einer 

15 teilweise reflektierenden und zwei unterschiedlichen Fluo- 
reszenzschichten beschichtet ist, werden mit den Detektoren 
16 simultan jeweils eine Detektion eines axialen Intensitats- 
signalverlauf s durchgefuhrt. So wird das an der teilweise re- 
flektierenden Beschichtung 25 reflektierte Beleuchtungs- 

20 licht dem ersten Detektor 1 6 zugeleitet, das Fl uoreszenzlicht 
der einen Fluoreszenzschicht dcm zweitcn Detektor 16 und 
das Fluorcszcnzlicht der zweitcn Fluoreszenzschicht dem 
dritten Detektor 16. Das zur Beleuchtung bzw. Anregung 
der Fluoreszenzschichten dienende Licht der Lichtquelle 10 

25 umfasst Licht der Wellenlangen 488 nm und 647 nm. Dem- 
gemaB detektiert der erste Detektor 16 das an der reflektie- 
renden Beschichtung 25 reflektierte Licht der Wellenlange 
488 nm. Das Beleuchtungslicht mit der Wellenlange 488 nm 
regt die erste Fluoreszenzschicht zur Fluoreszenz an, das 

30 Beleuchtungslicht mit der Wellenlange 647 nm regt die 
zweite Fluoreszenzschicht zur Fluoreszenz an. 
[0052] Fig. 5 zeigt in einem Diagramm einen gemessenen 
axialen Intensitatssignalverlauf dcs ersten Detcktors 16, der 
das an der reflektierenden Beschichtung 25 reflektierte Licht 

35 der Wellenlange 488 nrn detektiert. Der axiale Intensitatssi- 
gnalverlauf ist in Abhangigkeit der Z-Koordinate bzw. der 
optischen Achse dargestellt und in Einheiten der verwende- 
ten Wellenlange aufgetragen. Die Z-Koordinate 0 entspricht 
hierbei der Objektebene 26. Der in Fig. 5 angezeigte gemes- 

40 sene Intensitatssignalverlauf entspricht konstruktiver Inter- 
ferenz, d. h. in der Objektebene 26 addieren sich die Ampli- 
tuden des die Interferometerteilstrahlengange 27, 28 durch- 
laufenden Beleuchtungslichts konstruktiv zu einem Maxi- 
mum. Dies konnte genau dann der Fall sein, wenn die opti- 

45 schen Weglangen der Intcrferomctertcilstrahlcngangc 27, 28 
cxakt gleich lang sind. Dies konnte auch der Fall sein, wenn 
die optischen Weglangen unterschiede der beiden Inlerfero- 
meterteilstrahlengange 27, 28 sich um das Vielfache von A/2 
unterscheiden. Der in Fig. 5 gezeigte gemessene axiale In- 

50 tensitatssignalverlauf reprasentiert das vom Detektor 16 de- 
tektierte, an der reflektierenden Beschichtung 25 reflektierte 
Licht, das sich aus einem reflektierten und einem transmit- 
tierten Anteil zusammensetzt, die sich in der Detektion ad- 
dieren. Der Reflexionsgrad der Beschichtung 25 ist hierbei 

55 0,05. Da es sich bei dem in Fig. 5 gezeigten axialen Intensi- 
tatssignalverlauf um reflektiertes Licht handelt, erfahrt die- 
ses einen doppelten Weglangenunterschied, da das Licht re- 
flexionsbedingt den doppelten Wcg zurucklcgt. Bei einem 
gcometrischen Weglangenunterschied eines Intcrferomcter- 

60 teilstrahlengangs gegenuber dem anderen von 212 tritt daher 
- wic in Fig. 5 gczcigt - konstruktivc Interferenz auf. Be- 
tragt der geomelrische Weglangenunterschied zwischen den 
beiden Interferometerteilsu*ahlengangen 27, 28 lediglich 
214, so tritt - wie in Fig. 6 gezeigt - destruktive Interferenz 

65 am Detektor auf. Dagegen wird bei Fluoreszenzanregung ei- 
ner Fluoreszenzschicht eine destruktive Interferenz bei einer 
optischen Weglangendifferenz der beiden Interferometer- 
teilstrahlengange 27, 28 bei A/2 erreicht. 
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[0053] In besonders vorteilhafter Weise werden die ge- 
messenen axialen Intensitatssignalverlaufe des reflekuerten 
sowie der beiden unterschiedlichen Fluoreszenzschichten 
simultan gemessen und in die Auswertung mit einbezogen. 
Da die gemessenen Signale von Licht unterschiedlicher 5 
Wellenlangen stammen, kann hierdurch sogar in besonders 
vorteilhafter Weise eine absolute Abgleichung der optischen 
Weglangen der beiden Interferometerteilstrahlengange 27, 
28 durchgcfuhrt wcrdcn, dcnn nur bci eincm absolutcn Wcg- 
langcnuntcrschicd von 0 intcrferiert das Licht der untcr- 10 
schiediichen Wellenlangen gleichennaBen konslrukliv, vor- 
ausgesetzt, dass die Wellenlangen nicht rationalzahlige Viel- 
fache voneinander sind. In diesem Fall ware ein 4-Pi-Mikro- 
skop vorn TVp C realisiert, bei dem namlich eine konstruk- 
tive Interferenz des Beleuchtungslichts sowie eine konstruk- 15 
tive Interferenz des Detektionslichts vorliegt, wodurch das 
axiale Aufldsungsvermogen optimiert ist. 
[0054] Die axialen Intensitatssignalverlaufe werden mit 
einem Algorithmus ausgewertet. Dieser Algorithmus be- 
stimmt zum einen die Hone des Signals im Schwerpunkt des 20 
Intensitatssignalvcrlaufs, der bci den gemessenen Intcnsi- 
tatssignalvcrlaufen der Fig. 5 und 6 an der Axialposition 0 
vorliegt. Des weiteren vergleicht der Algorithmus die Si- 
gnalhohe zweier vom Schwerpunkt des Intensitatssignalver- 
laufs gleich weit entfemter Punkte. Die gleich weit vom 25 
Schwerpunkt mil der Z-Koordinate 0 entfemten Punkte sind 
bei den Z-Koordinaten X/2, -XI2 lokalisiert, also genau dort, 
wo die ersten Nebenmaxima der aus Fig. 3b gezeigten kon- 
struktiven Tnterferenzerscheinungen auftreten sollten. 
[0055] Das Interferenzmikroskop wird in Abhangigkeit 30 
von dem Beleuchtungszustand im Objektbereich justiert. 
Hierzu ist eine Regelung vorgesehen, die wahrend des 
Mcssvorgangs der axialen Intensitatssignalverlaufe die opti- 
schc Weglangc des Intcrfcromctertcilstrahlengangs 27 dcr- 
arl verandert, dass die gemessenen axialen Intensitatssignal- 35 
verlaufe einen fiir konstruktive Interferenz typischen Signal- 
verlauf, beispielsweise gemaB Fig. 5, aufweist. Diese De- 
leklions- und Justiervorgange werden wiederholt durchge- 
fuhrt und sind auf das Driftverhalten des Interferenzmikro- 
skops und insbesondere auf das Driftverhalten des Interfe- 40 
renzmoduls 14 abgestimmt. 

[0056] AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewie- 
sen, dass die voranstehend erorterten Ausfuhrungsbeispiele 
lediglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dienen, 
dicsc jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele cinschran- 45 
ken. 

Bezugszeichenliste 

1 Lichtslrahl 50 

2 von (13) abgelenkter Lichtstrahl 

3 Spiegel 

4 Linse 

5 Strahlteilerwurfel 

6 0bjektiv 55 

7 Eintrittspupille von (6) 

8 SchnitLstelle zum Mikroskop 

10 Laser 

11 Bclcuchtuhgslochblcnde 

12 dichroitischer Strahlteiler 60 

13 Strahlablcnkvorrichtung 

14 Interferenzmodul 

15 Detekuonslochblende 

16 Detektor 

17 dichroitischer Strahlteiler 65 

22 als Deckglas ausgebildete Objekttragereinheit 

23 Objektbereich 

24 Immersionsmedium 
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25 Beschichtung von (22) 

26 Objektebene 

27 Interferometerteilstrahlengang 

28 Interferometerteilstrahlengang 

29 Oberflache von (22) 

Patentanspruche 

1. Interferenzmikroskop, insbesondere ein 4Pi-, Wcl- 
lenfcld-, I 2 M-, I 3 M- oder I 5 M-Mikroskop, wobei min- 
destens eine dem Objekt zugeordnete ObjektLnigerein- 
heit (22) vorgesehen ist, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Bestimmung des Beleuchtungszustands im 
Objektbereich des Intetferenzmikroskops mindestens 
eine Flache (29) - vorzugsweise eine Oberflache (29) - 
der Objekttragereinheit (22) lichtmikroskopisch detek- 
tierbar ausgestaltet ist. • 

2. Interferenzmikroskop nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass an der Flache Licht reflektierbar 
und/oder induzierbar ist und dass dieses Licht von ei- 
nem Detektor (16) detektierbar ist. 

3. Interferenzmikroskop nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Flache, vorzugsweise 
die Oberflache (29), zumindesl teilweise reftektierend 
ausgefuhrt ist. 

4. Interferenzmikroskop nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass (lie Oberflache (29) beschichtet 
ist. 

5. Interferenzmikroskop nach Anspruch 3 oder 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Oberflache (29) einen 
definierten Keflexionsgrad aufweist, der vorzugsweise 
konstant ist. 

6. Interferenzmikroskop nach Anspruch 4 oder 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Beschichtung (25) der 
Oberflache (29) wellenlangenabhangig ausgefuhrt ist, 
so dass Licht mindestens einer Wellenlange reflektier- 
bar ist. 

7. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 4 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine metallische 
oder dielektrische Beschichtung (25) vorgesehen ist. 

8. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 4 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine dielektrische 
oder metal lisch-dielektrische Hybridbeschichtung vor- 
gesehen ist. 

9. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens cine 
Oberflache (29) der Objekttragereinheit (22) minde- 
stens eine zur Lumineszenz, insbesondere Fluoreszenz, 
anregbare Schicht aufweist. 

10. Interferenzmikroskop nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass die zur Lumineszenz anregbare 
Schicht eine Monolayer-Schicht ist. 

11. Interferenzmikroskop nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflache (29) 
mehrere, f in ihren Lumineszenzeigenschaften unter- 
schiedliche Lumineszenzschichten aufweist. 

1 2. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 9 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Lumincszcnz- 
schicht mit Licht einer Lichtqucllc (10) zur Lumines- 
zenz anregbar ist. 

13. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass an einer Flache 
(29) der Objekttragereinheit (22) Licht mil Hilfe nicht- 
linearer Prozesse induzierbar ist. 

14. Interferenzmikroskop nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass der nichtlineare Prozess CARS 
(Coherent-Anti-Stokes-Raman-Scattering) ist. 

15. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
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bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das an der Flache 
(29) reflektierte und/oder induzierte Licht mit dem De- 
tektor (16) des Interferenzmikroskops detektierbar ist. 

16. Interferenzmikroskop nach einemder Anspriiche 1 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das an der Flache 5 
(29) reflektierte und/oder induziene Licht mit einem 
zusatzlichen Oetektor detektierbar ist. 

17. Interferenzmikroskop nach Anspruch 16, dadurch 
gckcnnzcichnet, dass das an dcr Flache (29) reflektierte 
und/oder induzicrtc Licht mit Hilfe cincs optischen 10 
Bauteils aus dem Detektions- oder Beleuchlungsstrah- 
lengang des Interferenzmikroskops ausblendbar und 
dem zusatzlichen Detektor zufuhrbar ist. 

18. Interferenzmikroskop nach Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass als optisches Bauteil eine Glas- 15 
platte, ein dichroitischer Strahlteiler, ein Filter, ein 
Prisma, ein Gitter und/oder eine spektral empfindliche 
Anordnung vorgesehen ist, 

19. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 

1 5 bis 1 8, dadurch gekennzeichnet, dass das an der Fla- 20 
che (29) dcr Objekttragereinheit (22) reflektierte und/ 
oder induzicrtc Licht im Widcficld-Modus detektierbar 
ist. 

20. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 

15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das an der Fla- 25 
che (29) der Objekttragereinheit (22) reflektierte und/ 
oder induziene Licht konfokal detektierbar. ist. 

21. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 
15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass dem Detektor 
(16) eine Lochblende (15) vorgeordnet ist. 30 

22. Interferenzmikroskop nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Lochblende (15) in einer zur 
Objektcbcne (26) eines Objcktivs (6) korrcspondicrcn- 
den Ebenc angcordnet ist. 

23. Interferenzmikroskop nach Anspruch 21 oder 22, 35 
dadurch gekennzeichnet, dass als Lochblende (15) die 
Beleuchtungs- oder Detektionslochblende (15) des In- 
terferenzmikroskops vorgesehen ist. 

24. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung 40 
des Beleuchtungszustands im Objektbereich des Inter-" 
ferenzmikroskops mit Licht mindestens einer zusatzli- 
chen Lichtquelledurchfuhrbar ist^ vorzugsweise mitei- 
nem Laser. 

25. Interferenzmikroskop nach einem dcr Anspriiche 1 45 
bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Objekttrager- 
einheit (22) aus Glas angefertigt ist. 

26. Interferenzmikroskop nach einemder Anspriiche 1 
bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Objekltrager- 
einheit (22) als Deckglas ausgefiihrt ist. 50 

27. Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 1 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass das Objekt zwi- 
schen zwei Objekttragereinheiten (22) angeordnet ist. 

28. Verfahren zum Betreiben eines Interferenzmikro- 
skops, insbesondere eines 4Pi-, Wellenfeld-, I 2 M-, 55 
I 3 M- oder I 5 M-Mikroskops, vorzugsweise mit einem 
Interferenzmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis v 
27, wobci mindestens cine dem Objekt zugeordnete 
Objekttragereinheit (22) vorgesehen ist, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Beleuchtungszustand im Ob- 60 
jektbercich des Interferenzmikroskops anhand minde- 
stens einer lichtmikroskopisch detektierbar ausgestal- 
teten Flache - vorzugsweise eine Oberflache (29) - der 
Objekttragereinheit (22) bestimmt wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekenn- 65 
zeichnet, dass die Bestimmung des Beleuchtungszu- 
stands im Objektbereich des Interferenzmikroskops an- 
hand des an der Flache (29) reflektierten und/oder in- 



duzierten Lichts erfolgt, indem ein Intensitatssignal- 
verlauf in Abhangigkeit der axialen Position der Flache 
(29) detektiert wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Detektion des axialen Intensitatssi- 
gnalverlaufs das Objekt samt Objekttragereinheit (22) 
entlang der optischen Achse des Objektivs bzw. der 
Objektive (6) bewegt wird und dass hierbei das von der 
Flache (29) reflektierte und/oder induzicrtc Licht de- 
tektiert wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zu Beginn der Detektion des Inten- 
sitatssignalverlaufs das Objekt samt Objekttragerein- 
heit (22) derart posiuoniert wird, dass die Flache (29) 
der Objekttragereinheit (22) im Fokusbereich des Ob- 
jektivs (6) des Interferenzmikroskops lokalisiert ist. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, dass an einem und/oder an 
mehreren Punkten der Fokalebene mehrere axiale Tn- 
tensitatssignalverlaufe detektiert werden. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass bci einem 4Pi-Mikroskop die untcr- 
schiedlichen Punkte der Pokalebene durch eine Strahl- 
rasterung angefahren werden. 

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, dass mehrere Delektionen 
axialer Intensitatssignalverlaufe durchgefiihrt werden, 
die vorzugsweise auch wahrend einer Objektdetektion 
erfolgen. 

35. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, dass fur Licht unterschiedli- 
cher Wellenlangen jeweils eine Detektion eines axialen 
Intensitatssignalverlaufs erfolgt, 

36. Verfahren nach einem dcr Anspriiche 29 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, dass der detektierte axiale In- 
tensilatssignalverlauf mit einem Algorithmus ausge- 
werlet wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Algorithmus die Hone des Signals 
im Schwerpunkt des Intensitatssignalverlaufs be- 
stimmt. 

38. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Algorithmus die Signalhohe 
zweier vom Schwerpunkt des Intensitatssignalverlaufs 
gleich wcit entfernter Punkte vcrgleicht. 

39. Verfahren nach einem dcr Anspriiche 36 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Algorithmus die 
Symmetric des Intensitatssignalverlaufs beziiglich des- 
sen Schwerpunkt analysierl. 

40. Verfahren nach einern der Anspriiche 29 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Interferenzmikro- 
skop in Abhangigkeit von dem Beleuchtungszustand 
im Objektbereich justiert wird. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Justage des Interferenzmikroskops 
derart erfolgt, dass im Beleuchtungsfokus konstruktive 
Interferenz vorliegt, vorzugsweise mit einer entspre- 
chenden Regelung. 

42. Verfahren nach Anspruch 40 oder 41, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Justage durch eine optische 
Wcglangenanderung cincs Intcrfcromctcrteilstrahlen- 
gangs (27) erfolgt. 

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 40 bis 42, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Detektions- und Ju- 
stiervorgange wiederholt werden und auf das Driftver- 
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halten des Interferenzmikroskops abgestimmt sind. 
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